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GRUNERT, Fritz etai 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

fx] in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

08 June 2000 (08.06.00) 



| | jn a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X| was 
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was not 



made before the expiration of 1 9 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 
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International application No. 
PCT/EP99/08678 


International filing date (day/month/year) 

11 November 1999(11.11.99) 


1. The following indications appeared on record concerning: 

X the applicant ["] the inventor | ] the agent Q the commo 


n representative 


Name and Address 

ALBERT-LUDWIGS-UNIVERSITAT FREIBURG 

Fahnenbergplatz 

D-79098 Freiburg 

Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded c 
[ | the person X the name X the address Q the nationality [ 


oncerning: 

| the residence 


Name and Address 

GENOVAC AG 
Stefan-Meier-Strasse 8 
79104 Freiburg 
Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 
ASSIGNMENT. 


4. A copy of this notification has been sent to: 
\X\ the receiving Office □ the designated Offices concerned 
| | the International Searching Authority [x] the elected Offices concerned 
| | the International Preliminary Examining Authority [ | other: 


The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Authorized officer 

Peggy Steunenberg 

Telephone No.: (41-22)338.83.38 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 


SeeNotificationofTransmittaloflnternational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination R ep ort (Form PCT/1PE A/4 1 6) 


International application No. 

PCT/EP99/08678 


International filing date (day/month/year) 
1 1 November 1 999 ( 1 1 . 1 1 .99) 


Priority date {day/month/year) 

1 6 November 1 998 ( 1 6. 1 1 .98) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C07K 16/00, 16/42, A6 IK 48/00 




Applicant 



GENOVAC AG 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 




11 


□ 


III 




IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


El 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

08 June 2000 (08.06.00) 


Date of completion of this report 

13 December 2000(13.12.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/1PE A/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EP99/08678 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application: 0 
| | the international application as originally filed 
the description: 

pages 1-19 

pages __ 

pages 



, as originally filed 



filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



1-18 



filed with the letter of 1 5 November 2000 (15.11 .2000) 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/1 



, as originally filed 



, filed with the demand 



. , filed with the letter of 



| | the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



> filed with the letter of 



3. 



With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

| | the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 
1 1 the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

| 1 the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

I 1 contained in the international application in written form. 

1 1 filed together with the international application in computer readable form. 

1 1 furnished subsequently to this Authority in written form. 

1 | furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

I | The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



4. 



□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

1 1 the description, pages 

1 1 the claims, Nos. 

1 1 the drawings, sheets/fig 



5. 



| | This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
' — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 



* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70. J 6 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item J and annexed to this report. 
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Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



III 



1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I 1 the entire international application. 

[Xj claims Nos. ]S 

because: 

□ the said international application, or the said claims Nos. 
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



□ 



the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. . 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 

SEE SEPARATE SHEET 



18 



the claims, or said claims Nos. 



by the description that no meaningful opinion could be formed. 
| [ no international search report has been established for said claims Nos. . 



. are so inadequately supported 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 



| | the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

| | the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: III 

1. The present Claim 18 is defined by the fact that 

the claimed antibodies can be obtained by the 
method as per Claims 1-17. However, since the 
method does not lend any special features to the 
antibodies, Claim 18 is considered by the Examining 
Authority to be undefined and therefore 
unexaminable . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. Statement 




Novelty (N) Claims 1 


-17 YES 


Claims 


NO 


Inventive step (IS) Claims ^ 


— 1 7 vf<5 


Claims 


NO 


Industrial applicability (IA) Claims ^ 


~ 17 YES 


Claims 


NO 


2. Citations and explanations " : 




CLOSEST PRIOR ART: 




Dl : WO-A-97/07132 




D2: WO-A-94/27435 




D3: J. Biotechnology, Vol. 51(2), pages 191-194 


(1996) . 




NOVELTY: 




2. None of the citations describes a method for 


producing antibodies in which a nucleic acid 


immunisation and an expression of the nucleic acid 


are both carried out in a host cell using the same 


expression vector. Claims 1-17 are 


therefore 


considered to be novel. 




INVENTIVE STEP: 




3. D2 and D3 both describe the immunisation of an 


animal with DNA. The polyclonal or 


monoclonal 


antibodies resulting from the immunisation are 


immobilised using known methods ( D2 ) or the bonding 


to plastic bonded p37 is tested in 


an ELISA . In 


addition, D3 describes the advantage that the 


protein does not need to be purified (see final 


paragraph) . 
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The method as per Claim 1 differs therefrom in that 
the protein coupled to a detection signal is 
expressed in a host cell and that the same 
expression vector is used in the host cell both in 
the immunisation and the protein production. 
According to the description, the problem solved 
thereby is that the host cell expresses the protein 
in its correct conformation and that immunisation 
and protein production are brought about with only 
one expression vector. 

However, the production of proteins in host cells is 
a routine practice and the coupling of a protein to 
a detection signal against which an antibody can be 
produced so as to facilitate the immobilisation of 
the protein is known, inter alia, from Dl . 

It would therefore be a standard procedure to a 
person skilled in the art to exchange immobilised 
proteins for the immobilised protein described in Dl 
so as to improve the immobilisation of the protein. 

However, the claimed method uses a single expression 
vector for both immunisation and protein production. 
The prior art does* not propose this feature and it 
therefore appears that a person skilled in the art 
would not arrive at the subject matter of Claims 1- 
17 without being inventive thereby. Claims 1-17 are 
therefore considered inventive. 

INDUSTRIAL APPLICABILITY : 

4 . The claimed method for producing antibodies against 

a protein is considered industrially applicable, 
although it is carried out in part 'on the living 
body. Insofar as the method involves the 
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immunisation of human beings, the PCT has no general 
guidelines for assessing the industrial 
applicability of such a method. 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



5. Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii), the description 

does not cite documents Dl to D3 or indicate the 
relevant prior art disclosed therein. 



6. Contrary to PCT Examination Guidelines, Chapter II, 

4.16-4.17, the names, for example, "Helios Gene 
Gun" have not been designated as registered 
trademarks. 
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20 February 2001 (20.02.01) 



Applicant's or agent's file reference 



To: 



LEDER?R 
Prinz 
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ALLEMAGNE 



LEDERER. KELLER & RIEDERER 
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IMPORTANT NOTIFICATION 



International application No. 

PCT/EP99/08678 



International filing date (day/month/year) 
11 November 1999 (11.11.99) 



1. The following indications appeared on record concerning: 
the applicant Q the inventor 

□ 



the agent 



□ 



the common representative 



Name and Address 

ALBERT-LUDWIGS-UNIVERSITAT FREIBURG 

Fahnenbergplatz 

D-79098 Freiburg 

Germany 



State of Nationality 
DE 



State of Residence 
DE 



Telephone No. 



Facsimile No. 



Teleprinter No. 



2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the followin g cha nge has been recorded concerning: 
| [ the person [Y] the name [~X] the address Q the nationality Q the residence 



Name and Address 

GENOVAC AG 
Stefan-Meier-Strasse 8 
79104 Freiburg 
Germany 



State of Nationality 
DE 



State of Residence 
DE 



Telephone No. 



Facsimile No. 



Teleprinter No. 



3. Further observations, if necessary: 
ASSIGNMENT. 



4. A copy of this notification has been sent to: 
| X | the receiving Office 
| | the International Searching Authority 



| | the designated Offices concerned 
| X| the elected Offices concerned 
[ | other: 





Authorized officer xJL^ 


The International Bureau of WIPO 




34, chemin des Colombettes 


Peggy Steunenberfi 




1211 Geneva 20, Switzerland 






Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 
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Albert Ludwig University Freiburg 



Patent claims 

1. Process for producing antibodies which react 
specifically with a polypeptide, the nucleic acid 
encoding which is known, wherein 

a) the DNA encoding the polypeptide is expressed in a 
host cell using a vector which possesses at least 
one sequence encoding a detection signal, and the 
expressed polypeptide is bound to a solid phase 
with the aid of the detection signal, 

b) independently of step a) , the DNA encoding the 
polypeptide is introduced directly into an animal, 
resulting in expression of a polypeptide in the 
animal, which expression causes the formation of 
antibodies against the polypeptide, and 

c) the antibodies which are formed in step b) are 
reacted with the polypeptide formed in step a) and 
detected or enriched. 

2. Process according to claim 1, characterized in 
that the vector used in step a) possesses, at the C- 
terminus of the DNA encoding the polypeptide, a 
sequence which encodes the detection signal. 

3. Process according to claim 2, characterized in 
that the detection sequence is selected from the His 6 
tag sequence, the hemagglutinin sequence of an 
influenza virus or the myc tag sequence. 

4 . Process according to one of the preceding 
claims, characterized in that the vector encoding the 
polypeptide possesses a polyadenylation sequence at the 
C- terminal end of the detection sequence. 

5 . Process according to one of the preceding 

claims, characterized in that the vector encoding the 
polypeptide possesses a strong promoter at the 5' end 
of the DNA sequence encoding the polypeptide. 
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6. Process according to claim 5, characterized in 

that the strong promoter is selected from the group 
consisting of strong eucaryotic promoters, in 
particular the elongation factor la promoter or the 
5 cytomegalovirus promoter. 

7 . Process according to one of the preceding 

claims, characterized in that the polypeptide-encoding 
DNA, which is introduced directly into an animal in 
accordance with step b) , is present in a vector. 
10 8. Process according to one of the preceding 

claims, characterized in that the polypeptide-encoding 
DNA is introduced into the animal in step b) using a 
gene gun . 

9 . Process according to one of the preceding 

15 claims, characterized in that the animal employed in 
step b) is a mouse, a rat or a rabbit. 

10. Process according to one of the preceding 
claims, characterized in that, in step b) , a genetic 
adjuvant is administered in addition to the 

2 0 polypeptide-encoding DNA. 

11. Process according to claim 10, characterized in 
that the genetic adjuvant is selected from a group 
comprising cytokine expression vectors which increase 
antibody production . 

2 5 12. Process according to one of the preceding 

claims, characterized in that suitable cells from an 
animal which has been immunized in accordance with step 
b) are used for preparing hybridoma cells for forming 
monoclonal antibodies . 

3 0 13. Process according to one of the preceding 

claims, characterized in that polypeptide formed in 
step a) is bound to a solid phase by means of the 
detection signal being bound to an antibody or an 
antibody fragment which is directed against it. 
35 14. Process according to claim 13, characterized in 

that the solid phase is microtiter plates, gel spheres 
or magnetic beads. 

15. Process according to one of the preceding 

claims, characterized in that the antibody formed in 
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step b) is detected, after having been bound to the 
polypeptide formed in step a) , using an anti-antibody 
which is directed against the antibody. 

16. Process according to one of the preceding 
5 claims, characterized in that the antibody which is 

bound to the expressed polypeptide in step c) is 
released by elution. 

17. Antibody, characterized in that it can be 
obtained using one of the processes according to claims 

10 1-17 [sic] . 



VERTRA IBER DIE INTERNATIONALE Z jfcviMENARBEIT 

AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 



WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Forrnblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend. nachstehender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/08678 



Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

11/11/1999 



(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

16/11/1998 



Anmelder 



ALBERT-LUDWIGS-UNIVERSITAT FREIBURG et al 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaR 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt __3 Blatter. 

PH Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 

1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde ; sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

| | zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht wurde vorgelegt. 

I I Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaRten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen. 
wurde vorgelegt. 

2. Q Bestimmte Anspruche haben slch als nicht recherchlerbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Einheltllchkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezelchnung der Erfindung 

| | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
|~X~j wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 

VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON ANTIKORPERN GEGEN EIN POLYPEPTID, VON DEM NUR 
DIE KODIERENDE NUKLEINSAURE BEKANNT IST 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

— wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 

| | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentltchen: Abb. Nr. 

| | wie vom Anmelder vorgeschlagen |T] 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 

| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 



Forrnblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALF^RECHERCHENBERICHT 

( J / ^Rationales Aktenzeichen 

pCT/EP 99/08678 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C07K16/00 C07K16/42 //A61K48/00 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C07K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wan rend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


Y 
Y 


W0 97 07132 A (C0MMW SCIENT IND RES ORG 

; WANG LINFA (AU)) 

27. Februar 1997 (1997-02-27) 

Seite 5, Zeile 30 -Seite 6, Zeile 4 

Seite 7, Zeile 12 -Seite 8, Zeile 17 

Seite 29, Zeile 1-8 

Beispiele 4,9 

Tabelle 1 

W0 94 27435 A (LIFE TECHNOLOGIES INC) 
8. Dezember 1994 (1994-12-08) 
Seite 10, Zeile 15 -Seite 11, Zeile 10 
Seite 19, Zeile 20-23 
Anspriiche 14,15 

-/-- 


1-17 
1-17 


1 X 1 Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu fv Siehe Anhang Patentfamilie 
1 1 entnehmen 1 1 


0 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
"A" Veroffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert. ° der ^ m Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist Anmeldung nicht koplidiert. sondern nur zum Versiandnis des der 
... ~ . . . . . . . . u ^ . „ , Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 

E alteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem internationalen Theorie angegeben ist 

Anmeldedatum veroffentlicht worden ist „ Y „ v . -r. + ,- , w „„ . „ . „ Q , . ... . . _ ,. . 

X Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
"L" Veroffentlichung, die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
scheinen zu lassen. oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

™^dTr^ " Y " Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 

Sut^hrt? anderen besonderen Grund angegeben ist (w.e kann nicnt a|s * uf erfinderischer jatigkeit beruhend betrachtet 
llA „ v f l . . t . .. _,. . werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
O Veroffentlichung. die sich auf eine mundhche Offenbarung. Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaRnahmen bezieht diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
P Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach „ oll w ..„ ,. . ^ ^ ■ ^ * • 
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V IS Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII S Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII □ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/08678 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzbiatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprungiich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1 -1 9 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-18 eingegangen am 15/11/2000 mit Schreiben vom 15/11/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/1 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daG das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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INTERNATIONALER VORLAURGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/08678 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen ersteltt worden, da dtese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uberden Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anclerungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



III. Keine Erstellung eines Gufachfens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeif 

1 . Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 
IS Anspruche Nr. 18. 



□ Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 



^ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
oder die obengenannten Anspruche Nr 18 sind so unklar, daf3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daG kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 



Begrundung: 



entspricht: 



□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 
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V. Begrundete Feststetlung nach Art ike I 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststeltung 

1. Feststeltung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-17 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -1 7 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-17 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/08678 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT _ 



FUNKT 111: 

1. Der jetzige Anspruch 18 ist dadurch definiert, daB die beanspruchten Antikorper 
durch das Verfahren gemaB den Anspruchen 1-17 erhaltlich sind. Da das 
Verfahren jedoch keine besonderen Merkmale an den Antikorpern verleiht, wird 
der Anspruch 18 von der Prufungsbehorde als undefiniert angesehen und ist 
somit nicht prufbar. 

PUNECT V: 

NACHSTLIEGENDER STAND DER TECHNIK: 
D1: WO 97/07132 
D2: WO 94/27435 

D3: J. Biotechnology, Bd.51(2), Seiten 191-194, (1996) 
NEUHEIT: 

2. Keine der genannten Dokumente beschreiben ein Verfahren zur Herstellung von 
Antikorpern worin sowohl eine Nukleinsaureimmunisierung als auch eine 
Expression der Nukleinsaure in einer Wirtszelle mit demselben Expressionsvektor 
durchgefuhrt werden. Die Anspruche 1-17 werden daher als neu angesehen. 

ERFINDERISCHE TATIGKEIT : 

3. D2 und D3 beschreiben beide die Immunisierung eines Tieres mit DNA. Die durch 
die Immunisierung entstandenen polyklonalen oder monoklonalen Antikorper 
werden mittels bekannter Methoden immobilisiert (D2) oder die Bindung an 
Piastik-gebundenen p37 wird in einem ELISA getestet. Weiter beschreibt D3 den 
Vorteil, daB keine Aufreinigung des Proteins notig ist (siehe letzter Absatz). 

Das Verfahren gemaB dem Anspruch 1 unterscheidet sich demgegenuber, darin 
daB das Protein gekoppelt an ein Auffindungssignal in einer Wirtszelle exprimiert 
wird, und daB derselbe Expressionsvektor bei sowohl der Immunisierung als auch 
bei der Proteinherstellung in der Wirtszelle verwendet wird. Das dadurch geloste 
Problem besteht nach der Beschreibung darin, daB die Wirtszelle das Protein in 
seiner richtigen Konformation exprimiert, und daB mit nur einem Expressions- 
vektor sowohl Immunisierung als auch Proteinherstellung bewirkt wird. 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/08678 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Die Herstellung von Proteinen in Wirtszellen wird jecloch routinemaBig verwendet 
und die Kupplung eines Proteins an ein Auffindungssignal gegen welches einen 
Antikorper hergestellt werden kann, urn die Immobilisierung des Proteins zu 
erleichtern ist u.a. aus D1 bekannt. 

Fur den Fachmann ware es daher gelaufig, die in D2 und D3 verwendeten, 
immobilisierten Proteine durch das in D1 beschriebene, immobilisierte Protein 
auszutauschen, um eine verbesserte Immobilisierung des Proteins zu erzielen. 

Jedoch wird im beanspruchten Verfahren ein einziger Expressionsvektor 
verwendet fur sowohl die Immunisierung als auch die Proteinherstellung. Der 
Stand der Technik schlagt dieses Merkmal nicht vor und es scheint daher, daB 
der Fachmann ohne erfinderisches Zutun nicht an den Gegenstand der 
Anspruche 1-17 gelangen wurde. Die Anspruche 1-17 werden daher als 
erfinderisch angesehen. 

GEWERBLICHE ANWENDBARKEIT: 

4. Das beanspruchte Verfahren zur Herstellung von Antikorpern gegen ein Protein 
wird, obwohl es zum Teil am lebenden Korper ausgefuhrt wird, als gewerblich 
anwendbar angesehen. Insofern als das Verfahren die Immunisierung von 
Menschen umfaBt, gibt es in der PCT keine allgemeinen Richtlinien hinsichtlich 
der Beurteilung der gewerblichen Anwendbarkeit eines solchen Verfahrens. 



5. Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1-D3 offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 

6. Im Gegensatz zu den PCT Richtlinien C-ll 4.16-4.17, sind die Namen, z.B. "Helios 
Gene Gun", nicht als eingetragene Warenzeichen gekennzeichnet. 



PUNGCT 
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1. Verfahren zur Erzeugung von Antikorpern, die 
spezifisch mit einem Polypeptid reagieren von dem die 
kodierende Nukleinsaure bekannt ist, worin 



a) die fiir das Polypeptid kodierende DNA mit Hilfe eines 
Vektors, der wenigstens eine fiir ein Auf f indungssignal 
kodierende Sequenz aufweist, in einer Wirtszelle, die von 
einem Saugetier abstammt, exprimiert wird und das 
exprimierte Polypeptid mit Hilfe des Auf f indungssignals 
an eine feste Phase gebunden wird, 

b) unabhangig von Schritt a) die fiir das Polypeptid 
kodierende DNA direkt in ein Tier eingebracht wird, 
wodurch eine Expression des Polypeptids in dem Tier 
erfolgt, die die Bildung von Antikorpern gegen das 
Polypeptid verursacht und der fiir die genetische 
Immunisierung in Schritt b) zur Herstellung der 
gewiinschten Antikorper eingesetzte Expressionsvektor auch 
in vitro zur Produktion des Zielproteins verwendet wird 
und 

c) die in Schritt b) gebildeten Antikorper mit dem in 
Schritt a) gebildeten Polypeptid umgesetzt und 
nachgewiesen oder angereichert werden. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dafl der in Schritt a) verwendete Vektor am C-Terminus der fiir 
das Polypeptid kodierenden DNA eine Sequenz aufweist, die fiir 
das Auf f indungssignal kodiert . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , 
dafi die Auf f indungssequenz ausgewahlt ist aus der Hiss-tag- 



GEAENDERTES BLATT 



'16-11-2000 



EP 009908678 



Sequenz, der Hamagglutinin-Sequenz eines Inf luenzavirus Oder 
der myc-tag-Sequenz , 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , dafl der fur das Polypeptid kodierende 
Vektor am C-terminalen Ende der Auf f indungssequenz eine 
Polyadenylierungssequenz aufweist . 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl der fur das Polypeptid kodierende 
Vektor am 5 ' -Ende der fur das Polypeptid kodierenden DNA- 
Sequenz einen starken Promotor aufweist. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
dafl der starke Promotor ausgewahlt ist aus der Gruppe 
bestehend aus starken eukaryotischen Promotoren, insbesondere 
dem Promotor des Elongations faktors 1 a oder des 
Cytomegalovirus-Promotors . 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl die fur das Polypeptid kodierende 
DNA, die gemafl Schritt b) direkt in ein Tier eingebracht wird 
in einem Vektor vorliegt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl die fur das Polypeptid kodierende 
DNA in Schritt b) mit Hilfe einer gene gun in das Tier 
eingebracht wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl es sich bei dem in Schritt b) 
eingesetzten Tier urn eine Maus , eine Ratte oder ein Kaninchen 
handelt . 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl in Schritt b) zusatzlich zu der 
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fur das Polypeptid kodierenden DNA ein genetisches Adjuvans 
appliziert wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dafi das genetische Adjuvans ausgewahlt ist aus der Gruppe 
umfassend Zytokinexpressionsvektoren, die die 
Antikorperproduktion erhohen . 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , dafi geeignete Zellen eines gemafl 
Schritt b) immunisierten Tieres fiir die Herstellung von 
Hybridoma2ellen zur Bildung von monoklonalen Antikorpern 
verwendet werden . 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi das in Schritt a) gebildete 
Polypeptid durch Bindung des Auf f indungs signals an einen 
hiergegen gerichteten Antikorper oder ein Antikorperf ragment 
an eine feste Phase gebunden wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
da/3 es sich bei der festen Phase um Mikrotiterplatten, 
Gelkiigelchen oder magnetische Kugelchen handelt. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi der in Schritt b) gebildete 
Antikorper nach Bindung an das in Schritt a) gebildete 
Polypeptid mit Hilfe eines gegen den Antikorper gerichteten 
Anti-Antikorpers nachgewiesen wird. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi der in Schritt c) an das 
exprimierte Polypeptid gebundene Antikorper durch Elution 
freigesetzt wird. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi das Auf f indungssignal eine Sequenz 
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ist, die fur eine Membranverankerung durch einen GPI-Rest 
verantwortlich ist. 

18. Antikorper, dadurch gekennzeichnet , dafi er nach 
einem der Verfahren gemafi Anspruch 1-17 erhaltlich ist. 
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<M) Title! METHOD FOR P RODUCING ANTIB ODIES ACTING AGAINST A POLYPEPTIDE THAT ONLY RECOGNISES THE 
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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON ANTIKORPERN GEGEN EIN POLYPEPTID, VON DEM NUR DIE 
^ ii KODIERENDE NUKLEINSAURE BEKANNT 1ST 

(0) Abstract 

1=* The present invention relates to a method for producing antibodies reacting specifically with a polypeptide that only recognises the 
coding nucleic acid, wherein said method comprises the following steps: a) the DNA coding the polypeptide is expressed in a host cell 
using a vector having at least one sequence coding a detection signal, and the expressed polypeptide is bound to a solid phase using the 
detection signal; b) regardless of step a), the DNA coding the polypeptide is introduced directly into an animal, which causes the expression 
of the polypeptide in the animal thus inducing the formation of antibodies acting against the polypeptide; and c), the polypeptide produced 
in step a) is used for reacting the antibodies formed in step b), for detecting them or for enriching them. 



(57) Zusammenfassung 

Offenbart wird ein Verfahren zur Erzeugung von Antikorpem, die spezifisch mit einem Polypeptid reagieren von dem die kodierende 
Nukleinsaure bekannt ist, worin a) die fur das Polypeptid kodierende DNA mit Hilfe eines Vektors, der wenigstens eine fur ein 
Auffindungssignal kodierende Sequcnz aufweist, in einer Wirtszelle exprimiert wird und das exprimierte Polypeptid mit Hilfe des 
Auffindungssignals an eine feste Phase gebunden wird; b) unabhangig von Schritt a) die fur das Polypeptid kodierende DNA direkt 
in ein Tier eingebracht wird, wodurch eine Expression des Polypeptids in dem Tier erfolgt, die die Bildung von Antikdrpern gegen das 
Polypeptid verursacht und c) die in Schritt b) gebildeten Antikdrper mit dem in Schritt a) gebildeten Polypeptid umgesetzt und nachgewiesen 
oder angereichert werden. 
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VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON ANTIK6RPERN GEGEN EIN POLYPEPTID, VON DEM NUR DIE 
KODIERENDE NU KLEINS AURE BEKANNT 1ST 



In der Molekularbiologie stellt sich aufgrund der enormen 
Fortschritte der Sequenzierungsmoglichkeiten von Hukleinsauren 
haufig das Problem, dafl die genet ische Information fur ein 
Polypeptid bzw. Protein bekannt ist und, dafl andererseits 
dieses Polypeptid bzw. Protein nicht in reiner Form vorliegt. 
Durch das sogenannte Human Genome Project werden laufend 
Nukleotidsequenzen verof fentlicht , haufig ist aber vollig 
unklar r welche Funktion die von diesen Genen kodierten 
Polypeptide bzw. Proteine haben. 

Fur die praktische Anwendung und Auswertung dieser 
wissenschaftlichen Erkenntnisse ist es in der R gel sehr 
hilfreich, wenn diese Prot ine durch geeignete AntikSrper 
nachgewi sen werden konnen. Durch den Einsatz derartiger 
Antikorper konnen entweder die Proteine gereinigt werden oder 
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es ist beispielsweise moglich, die Lokalisation der Proteine in 
Geweben und Zellen zu bestimmen. 

Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
Antikorper bereitzus tellen , die gegen solche Polypeptide bzw. 
Proteine gerichtet sind, von denen zwar die Nukleotidsequenz 
bekannt ist, die aber nicht in angereicherter oder gar 
gereinigter Form vorliegen. 

Herkommlicherweise werden Antikorper so hergestellt, daJ3 
zunachst die Proteine aus den Zellen oder dem Gewebe gereinigt 
werden oder mit Hilfe von Bakterien oder in Insektenzellen oder 
Saugerzellen rekombinant hergestellt werden und, dafl diese 
Proteine dann fiir die Inununisierung von Tieren verwendet 
werden. Diese Verfahren sind haufig sehr aufwendig und 
langwierig. Im Falle der Herstellung in Bakterien sind die so 
herges tell ten Proteine haufig nicht identisch mit den natiirlich 
vorkommenden Proteinen, da sich die Sekundarstruktur von den 
nativen Proteinen unterscheiden kann und da Bakterien nicht 
iiber dieselben. pos ttranslationalen Modif ikationsmechanismen 
verfiigen, die bei eukaryotischen Organismen vorhanden sind. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren 
zur Erzeugung von Antikorpern, die spezifisch mit einera 
Polypeptid reagieren von dem die kodierende Nukleinsaure 
bekannt ist, worin 

a) die fiir das Polypeptid kodierende DNA mit Hilfe eines 
Vektors, der wenigstens eine fiir ein Auf f indungssignal 
kodierende Sequenz aufweist, in einer Wirtszelle exprimiert 
wird und das exprimierte Polypeptid mit Hilfe des 
Auf f indungssignals an eine feste Phase gebunden wird f 



b) unabhangig von Schritt a) die fiir das Polypeptid kodier nde 
DNA direkt in ein Tier eingebracht wird, wodurch ein 
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Expression des Polypeptids in dem Tier erfolgt, die die 
Bildung von Antikorpern gegen das Polypeptid verursacht und 

c) die in Schritt b) gebildeten Antikorper mit dem in Schritt 
a) gebildeten Polypeptid umgesetzt und nachgewiesen oder 
angereichert werden . 

Das erfindungsgemafie Verfahren besteht im wesentlichen aus drei 
Schritten. Einerseits wird die fiir das Polypeptid kodierende 
DNA mit Hilfe eines Vektors in einer geeigneten Wirtszelle 
exprimiert (Schritt a)). Da das mit Hilfe des Vektors 
exprimierte Polypeptid in der Wirtszelle in der Regel nur in 
einer verhaltnismaflig geringen Konzentration vorliegt, wird 
erf indungsgemafl der eingesetzte Vektor mit einer 
Nukleotidsequenz versehen, die fiir eine Auf f indungssequenz 
(tag-Sequenz) kodiert . Diese tag-Sequenz ist mit der fiir das 
Polypeptid kodierenden Sequenz verbunden, was dazu fiihrt, dafl 
das exprimierte Polypeptid zum Beispiel am C-Terminus diese 
Auf f indungspeptidsequenz aufweist 0 

In dem unabhangig von Schritt a) durchgef iihrten Schritt b) wird 
die fiir das Polypeptid kodierende DNA in ein geeignetes Tier 
eingebracht und dort zur Expression gebracht. Die 
erf indungsgemafl verwendete genetische Immunisierung ermfiglichfc 
die direkte Bildung von AntikSrpern in einem Wirtstier. 

Bei dieser Methode der Herstellung von Antikorpern wird 
gereinigte DNA, die die genetische Information fiir das zu 
untersuchende Protein und geeignete Steuerelemente enth&lt, 
direkt in den fiir die Antikorperproduktion vorgesehenen 
Organismus (Maus, Kaninchen, etc.) injiziert. Die DNA wird von 
Zellen des Empf angerorganismus aufgenommen und das Protein, in 
nativ r Form (d.h. mit korrekten posttranslationalen 
Modif ikationen) exprimiert. Das fiir den Empf angerorganismus 
fremde Protein veranlaflt das Immunsystem, geg n das 
Fremdantigen gerichtete Antikorper zu produzier n (humoral 
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Immunantwort). Diese Methode ist bereits erfolgreich zur 
Produktion von hochaffinen, native Proteine erkennenden 
monoklonalen Antikorpern eingesetzt worden 

Die fiir die genetische Immunisierung in Schritt b) zur 
Herstellung der gewiinschten Antikorper eingesetzten 
Expressionsvektoren sollen auch In vitro zur Produktion des 
Zielproteins verwendet werden. Durch transiente Transfektion 
(Elektroporation, Lipofektion, etc.) werden die 

Expressionsvektoren in geeignete Zielzellen, insbesondere 
Saugerzellen eingeschleust , die dann das gewiinschte Protein 
synthetisieren. Diese Zellen ( intakt oder nach Lyse mit 
geeigneten Puffern) bzw. Medieniiberstande (bei sezernierten 
Proteinen) sollen dazu dienen, den Protein-erkennenden 
Antikorper durch FACScan-Analysen (im Falle von zellstandigen 
Proteinen) oder ELISA nachzuweisen. 

Wenn ein fremdes Polypeptid in einer Wirtszelle exprimiert 
wird, kann das exprimierte Polypeptid ublicherweise durch 
Verwendung einer Sekretionssequenz oder Leadersequenz nach 
auflen geschleust werden. in diesen Fallen ist es wichtig, dafl 
das exprimierte und sezernierte Polypeptid eih 
Auf f indungssignal aufweist, damit das Polypeptid aus dem Medium 
isoliert werden kann. Wenn aber das Polypeptid nicht nach auflen 
geschleust wird, sondern an der OberflSche der Zellmembran 
verbleibt, ist eine zusStzliche Auf f indungssequenz nicht 
unbedingt erforderlich. In diesem Fall iibernimmt diejenige 
Stelle des Polypeptids, die fur die Verankerung zwischen 
Polypeptid und Zelle verantwortlich ist die Funktion der 
Auf f indungssequenz. Da in diesem Fall das exprimierte 
Polypeptid mit der Zelle verbunden bleibt, konnen die 
gebildeten Antikorper durch Bindung an das Polypeptid und 
nachfolgender Reaktion mit einem f luoreszenzmarkierten 
Antikorper durch FACScan-Analysen nachgewiesen werd n. Als 
Alternative ist auch ein Zell-ELISA moglich, b i dem di 
gebundenen Antikorper iiber einen mit einem Enzym gekoppelten 
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Sekundaran t ikdrper und einer geeigneten Substratreaktion 
detektiert werden. Stellt die Verankerungssequenz eine 
Signalsequenz dar, die fur eine Membranverankerung durch einen 
Glykosyl-Phosphatidylinositol (GPI)-Rest verantwortlich ist, so 
kann das korrespondierende Expressionsplasmid sowohl zur DNA- 
Inununisierung als auch zum Nachweis der entstandenen Antigen- 
spezifischen Antikorper z.B. nach transienter Trans fektion 
verwendet werden. Der Vorteil eines GPI-Ankers besteht darin, 
da/1 er leicht in vivo enzymatisch von der Zelloberf lache 
gespalten wird und sich somit, wie fur sezernierte Proteins 
bekannt, eine gute Antikorperreaktion erzielen laflt (siehe 
Beispiel 7 fur eine gute Inununantwort nach genetischer 
Immunisierung mit einem Expressionsplasmid, das fur ein GPI- 
verankertes Protein kodiert) • 

Im Falle von sezernierten Proteinen (ggf* auch bei 
intrazellular exprimierten Proteinen) ist es notig, eine 
Auf f indungssequenz (tag) dem Antigen rekombinant anzuhangen. 
Diese tag-Sequenz erlaubt es, mit Hilfe von mit ihr 
interagierenden,, an eine feste Matrix gebunden Substanzen (ZoB. 
die fcagr-Sequenz erkennende Antikorper; im Falle der His$-tag- 

2+ 

Sequenz geeignete komplexierte Ni -Ionen) , das Protein aus dem 
Zelliiberstand bzw. Zelllysat herauszuf ischen. Als tag-Sequenz 
kommen insbesondere kurze und/oder wenig iromunogene 
Peptidsequenzen in Frage. Als wenig immunogene tag-Sequenzen 
konnen ( f iir die Herstellung von Antikorpern in Mausen) auch 
Mausproteine dienen, die stimulierend auf die 

Antikorperproduktion wirken (z.B. GM-CSF, IL-4, IL-10 etc.) und 
gleichzeitig als tag fungieren konnen. Solche tags haben den 
Vorteil, aufgrund der Toleranz des immunisierten Tiers 
gegeniiber diesen Selbstproteinen keine Inununantwort zu 
entwickeln. Falls die Bildung der die tag-Sequenz des 
rekombinanten Proteins erkennenden Antikorper nicht verhindert 
werden kann, konnen diese mit Hilfe von Konstrukten 
identif iziert werden, die fur irrelevante, mit einem 
identischen tag versehene Proteine kodieren. 
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Das inunobilisierte, durch transiente Transfektion hergestellte 
Protein dient nun dazu, aus dem Serum bzw. 
Hybridomkulturiiberstand (bei der Herstellung von monoklonalen 
Antikdrpern) die es erkennenden Antikorper zu binden. Der 
Nachweis der gebundenen spezifischen Antikorper erfolgt dann 
iiber enzymgekoppel te Anti-Antikdrper ( Nachweisantikorper) , die 
uber eine spezifische Substratumsetzung, in der Regel 
photometrisch, quantif izierbar sind. Die Spezifitat und 
Sensitivitat des Nachweissys terns kann bei Verwendung von 
Peptid-tags bedeutend erhoht werden, wenn als Fangerantikorper 
F(ab) 2 -Fragmente des anti- tag-Antikorpers und als 

Nachweisantikorper ein Fc-Region-erkennender Antikorper 
verwendet wird. Durch diese Konf igurierung des ELISA wird eine 
Kreuzerkennung des Fangerantikorpers ausgeschlossen. 

Die fur das Polypeptid kodierende Transkriptionseinheit kann am 
3'-Ende eine Polyadenylierungssequenz aufweisen, die fur die 
Stabilisierung einer eukaryotischen mRWA notig ist. 

Damit eine Expression des Polypeptids in der Wirtszelle 
stattfindet verfiigt der Vektor Ublicherweise uber einen 
Proraotor, wobei bevorzugt starke Promotoren verwendet werden. 
Als Beispiele kdnnen der Promotor des Elongationsf aktors la 
Oder der Promotor des Cytomegalovirus genannt werden. 

Bei dem erf indungsgemaflen Verfahren wird die fur das Polypeptid 
kodierende Nukleinsaure direkt in ein Tier eingebracht urn dort 
Antikorper gegen das Polypeptid zu erzeugen. In bevorzugter 
Form liegt die dazu verwendete DNA in Form eines Vektors vor, 
der so gewMhlt wird, dafl er gleichzeitig fur die beiden 
Schritte a) und b) verwendet werden kann. Die Einfuhrung der 
fiir das Polypeptid kodierenden DNA erfolgt in einer besonders 
bevorzugten Ausf vihrungsf orm durch die Verwendung einer 
sogenannten gene gun. Bei der gene gun werden mikroskopisch 
kleine Goldpartikel mit der DNA, bevorzugt der Vektor bzw. 



WO 00/29442 



PCT/EP99/08678 



Plasmid-DNA umhiillt und auf die rasierte Haut des 
Versuchs tieres geschossen. Dabei dringen die Goldpartikelchen 
in die Haut ein und die an ihnen aufgebrachte DNA wird in dem 
Wirtstier exprimiert . Bevorzugt werden erf indungsgema/i 
Labortiere, wie Maus, Ratte oder Kaninchen verwendet. 

Um eine starkere Antikorperbildung zu erzielen, werden in einer 
bevorzugten Aus f uhrungs f orm zugleich mit der fur das Polypeptid 
kodierenden DNA auch sogenannte genetische Adjuvantien 
appliziert. Hierbei handelt es sich um Zytokine (wie z.B. GM- 
CSF, IL-4, IL-10) exprimierende Plasmide, die die humorale 
Immunantwort in den Labortieren stimulieren. 

Insbesondere wenn es sich bei dem verwendeten Labortier um eine 
Maus oder Ratte handelt , bietet sich die Bildung von 
Hybridomazellen an. Die immunisierten Mause werden geopfert, 
Milzzellen werden isoliert und mit Tumorzellen fusioniert und 
anschlieflend werden solche Klone selektioniert , die die 
gewiinschten monoklonalen Antikorper sezernieren. 

In einer besonders vorteilhaf ten Ausf uhrungs f orm werden bei 
Schritt a) die zu untersuchenden Polypeptide von den 
Wirtszellen sezerniert. Da mit den Polypeptiden ein 
Auf f indungssignal verbunden ist, konnen die gesuchten 
Polypeptide dadurch isoliert werden, dafl eine Bindung zwischen 
dem Auf f indungssignal ( tag-Sequenz ) und einem geeigneten 
Liganden gebildet wird. Die tag-Sequenz ist vorzugsweise an 
einer festen Phase gebunden . Hierbei kann es sich um die Wande 
von Mikrotiterplatten, Gelkiigelchen oder auch magnetische 
Kiigelchen (sogenannte magnetic beads) handeln. Die magnetic 
beads haben den Vorteil, dafl die das exprimierte Polypeptid 
enthaltende Losung mit den magnetic beads leicht gemischt 
werden kann. Die magnetic beads weisen einen Liganden (bspw. 
Antikorper f ragmente) auf, der an die tag-Sequenz bindet. Durch 
Anlegen eines magnetischen Feldes konnen dann die magnetic 
beads angereichert werden. Durch Wahl geeigneter Bedingung n 
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kann dann das gesuchte Polypeptid von den magnetic beads wieder 
eluiert werden, wenn die Antikorper angereichert werden sollen. 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind auch solche 
Antikorper, die durch das erf indungsgemafle Verfahren erhaltlich 
sind. 

Figur 1 zeigt den Nachweis von anti-hp70-Antikdrpern im Serum 
und im Kulturuberstand von aus Lymphknoten hp70-pcDNA3-DNA 
immunisierter Mause gewonnenen Hybridomen mit Hilfe von 
FACScan-Analyse. Fiir die FACScan-Analyse wurden entweder 
untransfizierte (graue Kurven) oder transient mit hp70-pcDNA3- 
DNA trans fizierte BOSC-Zellen (weifle Kurven) verwendet . GV114, 
mit dem h P 70-pcDNA3-Expressionsvektor immunisierte Maus . Der 
Versuch ist im Beispiel 7 naher erlautert. 

Die vorliegende Erfindung wird anhand der nachf olgenden 
Beispiele naher erlautert. 

Beispiel 1 

Hers t el lung von murinen monoklonalen Antikorpern mit Hilfe 
genetischer Immunisierung ohne gereinigtes Antigen (Protein) 

a) Express ions konstrukt fur die genetische Immunisierung 

Es wurde ein Expressionskonstrukt gewahlt, das auf dem 
kommerziell erhaltlichen Expressionsvektor pcDNA3 (Invitrogen) 
basiert. Bei diesem Vektor wird die cDNA unter der Kontrolle 
des Cytomegalovirus (CMV) -Promoters exprimiert . Es konnen 
jedoch auch andere, bevorzugt starke, meist ubiquitar aktive 
Promotoren (z.B. der Promotor des Elongations faktor 1 a [EF- 
la]-Gens) Verwendung finden. in die BamHI/£coi?V-Schnittstellen 
der Polylinkersequenz wurde der fur die extrazellulare Domane 
von thyroid peroxidase ' (TPO) -kodierende cDNA-Bereich des 
Menschen (2602 bp; 859 Aminosauren) einkloniert und am 3'-Ende 
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noch mit einer fiir ein Hisg- tag-kodierende Region und einem 
nachf olgenden Stopkodon versehen (TPO sol . -His-pcDNA3 ) . Die 
Plasmid-DNA wurde in £*. coli vermehrt und mit Hilfe eines 
Qiagen-Plasmidisolierungskit ( Qiagen, Hilden ) gereinigt • 

b) Genetische Immunisierung von Mausen 

Fur die genetische Immunisierung gibt es . grundsatzlich zwei 
unterschiedliche DNA-Applikationsverf ahren . Die intramuskulSre 
Injektion oder die intrakutane Applikation mit Hilfe Gasdruck- 
beschleunigter mikroskopisch kleiner, mit Plasmid-DNA umhullter 
Goldpartikel ( grene gun) . Fiir das Beispiel verwendeten wir das 
gene gun-Verfahren . Dazu wurden 200 ng TPO sol . -His-pcDNA3-DNA 
pro 25 mg Goldpartikel nach Vorschrift des Hersteliers (gene 
gun optimization kit} Bio-Rad, Miinchen) aufgebracht. Zur 
genetischen Immunisierung wurde bei fiinf MSuse nach 
Narkotisierung ( intraperitonial ) mit 110 nl Ketamin/Xylazin 
(100 mg/kg/16 mg/kg) das Bauchfell (ca. 4 cm 2 ) mit parf iimf reier 
Enthaarungscreme (Veet) entfernt und zweimal mit der gene gun 
(Helios Gene Gun; Bio-Rad) beschossen. Pro "SchuB" wurden 1 ng 
Plasmid-DNA appliziert. Nach 19 Tagen wurde die Immunisierung 
wiederholt und 14 Tage spater Blut zur Bestimmung der Menge an 
spezifischen Antikorpern entnommen. 

Beispiel 2 

Expression des Express ionskonstrukt-kodierten Proteins 

Zum Nachweis der spezif ischen, durch die genetische 
Immunisierung gebildeten Antikorper mufl das vow 
Expressionsplasmid kodierte Protein hergestellt werden. Um das 
Protein in nativer Form (ahnlich wie im immunisierten Tier) zu 
erhalten, wurde das Express ionskonstrukt durch Trans fektion in 
BOSC23-Zellen [Pear et a2 . , (1993) PNAS, 84, 8392-8396] 
gebracht. Bei den BOSC2 3-Zellen handelt es sich um eine 
modifizierte Adenovirus 5-transf ormierte humane embryonale 
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Nierenzellinie (HEK293), die sehr gut transient transf izierbar 
ist. Die Zellen wurden in 6-Loch-2ellkul turschalen 
ausplattiert , so da/3 sie tags darauf eine 80%ige Konfluenz 
erreichten. Sie wurden dann dreimal mit je 2 ml serum- und 
antibiotikafreiem Dulbecco's modified Eagle's medium ( DMEM ) - 
Medium gewaschen und mit 2 ug Express ionsplasmid/10 ul 
Lipofectamin (Life Technologies, Eggenstein) in 1 ml serum- und 
antibiotikafreiem DMEM-Medium versetzt. Die 

DNA/Lipof ectamin/Medium-Mischung wurde zuvor in einem 
Polys tyrolge fa/5 zusammenpipettiert und 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach einer 6-stiindigen Inkubation bei 
37°C und 10% C0 2 wurden 2 ml DMEM/20% fotales Kalberserum (FCS) 
zugegeben. 24 h nach Trans fekt ion (entspricht dem Zeitpunkt der 
DNA-Zugabe) wurde das Medium durch 5 ml DMEM/ 5 % FCS ersetzt. 
Nach weiteren 48 h (72 h nach Transf ektion) wurde der 
Zellkulturiiberstand abgenommen und bei -70°C aufbewahrt. 

Beispiel 3 

Nachweis von speziflschen AntikGrpern, die gegen das vom 
Express ionskonstrukt kodierte Protein gerichtet sind 

Zur Bindung des durch trans iente Trans fekt ion hergestellten 
His 6 - tag-Protein (TPO sol. -His) an Nickelchelat- 

Mikrotiterplatten (DUNN, Asbach) wurden die Vertiefungen mit je 
200 ul Oberstand des transienten Transf ektionsansatzes (siehe 
oben) bzw. eines jttoc/c- transf izierten BOSC23-Kulturuberstandes 
iiber Nacht bei 4°C inkubiert, dann viermal mit Puffer A (50 mM 
Tris/HCl pH 1,5, 1 M NaCl) und zweimal mit Puffer B / Phosphate 
buffered , sa^ne (PBS), 0 r l % BSA, 0,05 % Tween 20) gewaschen. 
Unspezifische Bindungsstellen wurden anschlieflend durch 
Inkubation mit 300 ul 3 % Rinder-Serumalbumin (BSA) /PBS fUr 1 h 
bei Raumtemperatur blockiert und die Waschungen mit Puffer A 
und B wiederholt. Die Praimmun- und Immunseren der 
immunisierten Mause wurden 1:100 mit Puffer B verdunnt. Jewells 
100 ul der verdvinnten Mauseseren wurden in die Vertiefungen der 
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Nickelchelat-Mikrotiterplatten gegeben . Nach einer eins tundigen 
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Vertief ungen je 
viermal mit Puffer C (50 mM Tris/HCl pH 7,5, 0,5 M NaCl, 0,1 % 
BSA, 0,05 % Tween 20), zweimal mit Puffer B gewaschen und 
anschliefiend mit 100 nl 1:2000 mit Puffer B verdiinnten 
Kaninchen anti-Maus-Ig-Peroxydasekon jugat ( DAKO , Hamburg) 
versetzt. Nach einer einstiindigen Inkubation wurden die 
Vertief ungen viermal mit Puffer C, zweimal mit Puffer B 
gewaschen, mit je 100 ul 3 , 3 ' , 5 , 5 " -Tetramethylbenzidin- 
Substratlosung (Fluka, Buchs , Schweiz) versetzt. Die 
Farbreaktion wurde nach ausreichender Entwicklung durch Zugabe 
von 50 |il 0,5 M H2SO4 abgestoppt und in einem ELISA-reader bei 
einer Wellenlange von 450 nm gemessen. 

Zur tiberpriifung der Funktionstuchtigkeit der hier vorgestellten 
Erfindung wurden die spezif ischen, gegen TPO gerichteten 
Antikorper "klassisch" mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen 
TPO-Antikorper-ELISAs (Varelisa TPO Antibodies; Pharmacia- 
Upjohn, Freiburg) nachgewiesen . Der Nachweis von anti-TPO- 
Antikorper erfolgt in diesem Test system durch gereinigtes 
rekombinantes TPO. Der anti-TPO-Antikorpergehalt der Praironum- 
und Immunseren der immunisierten Mause wurde in einer 
Verdiinnung von Is 100 nach Vorschrift des Herstellers bestimmt. 

Ergebnisses 

Bei alien 5 mit TPO sol . -His-pcDNA3-DNA immunisierten Mausen 
konnten, im Vergleich zu den Praimmunseren, bei einer 
Verdiinnung von 1:100 eindeutig anti-TPO-Antikorper im Serum 
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 
dargestellt . 

Tabelle Is Nachweis von anti-TPO-Antikorpern im Serum TPO sol.- 
His-pcDNA3-DNA immunisierter Mause mit Hilfe von gereinigtem 
TPO-Protein (Varelisa TPO Antibodles-Uachw issystem) . 
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1 2 



GV1 
GV2 
GV3 
GV4 
GV5 



0,09 
0,06 
0.07 
0,08 
0,08 



2,53 
1.97 
1,13 
1,63 
0,60 



Mit 



Hilfe 



des 



erf indungsgemafien Nachweissystems wurde 
beispielhaft das Praimmun- und Immunserum einer Maus (GV1 von 
Tabelle 1) untersucht . Wie in Tabelle 2 zu sehen ist, konnen 
bei einer Serumverdiinnung von Is 100 eindeutig anti-TPO- 
Antikorper im Immunserum nachgewiesen werden, wahrend das 
Prainununserum keine Reaktion zeigte. 

Tabelle 2: Nachweis von anti-TPO-Antikorpern im Serum einer TPO 
sol.-His-pcDNA3-DNA immunisierten Maus mit Hilfe von durch 
transiente Expression erzeugtem TPO sol . -His-Protein. 



Senuoi Oder 
Puffer- 
praimmun 
immun 
Puffer A 


Verdiirtmmg xnit 
Puffer A 

1*100 

IslOO 


Optiscfoe Dichte 
TPO sol. -His 

0, 17 

0,55 

0,03 


Medium 
0,15 
0,19 
0,01 



Beispiel 4 



Herstellung von polyklonalen Antikorpern mit Hilfe genet is cher 
Immunisierung ohne gereinigtes Antigen (Protein) in Kaninchen 

a) Express ionskonstrukt fur die genetische Immunisierung 

Fur das zweite Fallbeispiel wurde der ubiquitar aktive Promotor 
des Elongations faktor l « (EF- la) -Gens zur 

Expressionssteuerung verwendet. Der verwendete 

Expressionsvektor basiert auf dem pBluescript-Vektor 
(Stratagene, Heidelberg), in den ein 1,2 kb Fragment des 
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humanen EF-la-Genpromotors , ein 0,7 kb EcoR I -Fragment: mit dem 
Polyadenylierungssignal der humanen G-CSF-cDNA (Mizushima und 
Nagata, 1990), sowie zwischen die BajnHI/Wofcl-Schnittstellen die 
flir das Inf luenzavirus Hemagglutinin ( HA) - tag-kodierende 
Oligonukleotidsequenz eingebaut wurden. In die Cial/SamHI- 
Schnittstellen der Polylinkersequenz wurde der fiir die 
extrazellulare Domane des Aktivinrezeptors IIA kodierende cDNA- 
Bereich des Menschen (431 bp; 135 Aminosauren) so einkloniert, 
dafi am 3"-Ende die HA- tag-kodierende Region und ein 
nachf olgendes Stopkodon zu liegen kam (pEF-la-ActRII-HA) . 

b) Genetische Immunisierung von Kaninchen 

Es wurden zur genetischen Immunisierung 100 ng pEF-la-ActRII- 
HA-DNA pro 25 mg Goldpartikel nach Vorschrift des Hers tellers 
( gene gun optimization kit; Bio-Rad, Miinchen) aufgebracht. Zvmx 
Kaninchen (Chinchilla Bastard; Charles River, Sulzfeld) wurden 
nach Narkotisierung mit 50 mg/kg Pentobarbital und Enthaarung 
von 200 cm Bauchfell mit Enthaarungscreme dreifligmal mit der 
gene gun beschossen. Pro "Schufl" wurden 1 ng Plasmid-DMA- 
Gemisch appliziert. Nach 21 Tagen wurde die Immunisierung 
wiederholt und 21 Tage spater Blut zur Bestimmung der Menge an 
spezifischen Antikorpern entnonunen. 

Beispiel 5 

Expression des Express ionskonstrukt-kodierten Proteins 

Die Herstellung des vom Expressionsplasmid pEF-la-ActRII-HA 
kodierten Proteins durch transiente Trans fektion von BOSC23- 
Zellen erfolgte wie in Beispiel 2 beschrieben. 
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Beispiel 6 

Nachweis von spezifischen Antikdrpern, die g egen das vom 
Expressionskonstrukt-kodierte Protein gerichtet sind 

Zur Bindung des durch transiente Transfektion hergestellten HA- 
tag-Protein ( EF-la-ActRII-HA) an Mikrot iterplatten wurden die 
Vertiefungen zunachst mit dem F(ab) 2 -Fragment des anti-HA-tag- 
Antikorper beschichtet . Dazu wurden 150 ul des 
Antikorperfragments je Vertiefung der Mikrotiterplatte gegeben 
und bei Raumtemperatur mit PBS gewaschen und freie 
Proteinbindungsstellen durch Inkubation mit 200 ul 0,2% BSA/PBS 
blockiert. 

Anschlieflend wurde der Oberstand des transients 
Trans fektionsansatzes (siehe Beispiel 5) bzw. eines mock- 
trans fizierten BOSC2 3-Kulturiiberstandes fur 2 h bei 
Raumtemperatur inkubiert, dann dreimal mit phosphate-buffered 
saline (PBS) gewaschen. Die Praimmun- und Immunseren dor 
immunisierten Kaninchen wurden IslOO bzw. Is500 mit 0,2* 
BSA/PBS verdiinnt. Jeweils 100 ul der verdunnten Kaninchenseren 
wurden in die Vertiefungen der beschichteten Mikrotiterplatten 
gegeben. Nach einer einstiindigen Inkubation bei Raumtemperatur 
wurden die Vertiefungen je dreimal mit PBS gewaschen und 
anschlieflend mit 100 ul 1 ? 2000 mit PBS/0,25 BSA verdunnten 
Ziege-anti-Kaninchen-Ig-Peroxydasekonjugat (DAKO, Hamburg) 
versetzt. Nach einer 1-stiindigen Inkubation wurden die 
Vertiefungen dreimal mit PBS gewaschen, mit je 100 ul 
3,3 /5,5'-Tetramethylbenzidin-Substratldsung (Fluka, Buchs, 
Schweiz) versetzt. Die Farbreaktion wurde nach ausreichender 
Entwicklung durch Zugabe von 50 ul 0,5 M H 2 S0 A abgestoppt und 
m einem ELISA-reacfer gemessen. Die Ergebnisse zeigten, dafl 
durch das erf indungsgemafle Verfahren auch in Kaninchen 
spezifische polyklonale Antikorper gegen ein unbekanntes 
Genprodukt erzeugt werden kdnnen. 
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Beispiel 7 

Hers tellung von murinen monoklonalen Antlkorpern gegen eln 
humanes GPI-verankertes Oberflachenprotein mit H±lf& 
genetlscher Immunisierung 

a) Expressionskonstrukt fur die genetlsche Immunisierung 

Fur die genetische Immunisierung wurde die vollstandige hp70- 
cDNA, die fur ein 70 kDa GPX-verankertes humanes 
Oberflachenprotein kodiert, in pcDNA3 kloniert (hp70-pcDNA3) 
und vermehrt (siehe Beispiel 1), Die humane hp70- 
Aminosauresequenz stimmt mit der murinen hp70-Sequenz in ca. 
70% der Reste iiberein. 

b) Genetlsche Immunisierung von Mausen 

Die Immunisierung der Mause mit der gene gun (siehe Beispiel 
lb) wurde nach einem Kurzprotokoll (6 Immunisierungen innerhalb 
von 13 Tagen), ,wie von Kilpatrick et al. (1998), Hybridoma 17s 
569-576 beschreiben, durchgef iihrt . 

c) Hers tellung von Hybrldomen zur Produktlon von monoklonalen 
An 1 1 kdrpern 

Zur Herstellung von Hybridomen wurden Lymphozyten aus den 
regionalen (axillaren, brachialen, inguinalen und poplitealen) 
Lymphknoten von drei Mausen isoliert und nach einem 
Standardprotokoll mit exponential wachsenden SP2/0- 
Mausmyelomzellen (American Tissue Type Culture Collection) mit 
Hilfe von Polyethylenglykol (Sigma) fusioniert (Campbell A M 
(1986). Monoclonal antibody technology: The production and 
characterization of rodent and human monoclonal antibodies- 
Book series s Laboratory Techniques in Bioch mistry and 
Molecular Biology (R H Burdon and P H van Knippenberg, eds«), 
Elsevier Science Publishers, Amsterdam). Je 2 x 10 5 fusioniert 
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Lymphknotenlymphozyten wurden pro Vertiefung einer 96-well- 
Mikrotiterplatte ausplattiert und in jeweils 100 ul 
Hypoxanthin/Aminopterin Thymidin ( HAT) -hal tigen DMEM-Medium 
(Sigma) mit 20% FCS und 5% Hybridoma Enhancing Factor (Sigma) 
kult iviert . 

d) Nachweis von spezifischen Antikdrpern mit Hilfe von 
Zellen, in denen das fur die genetische Immunisierung 
verwendete Express ionskonstrukt nach transienter 
Trans fektion exprimiert wird 

Kandidatenhybridomklone wurden mit Hilfe eines Zell-ELISA 
identifiziert. Dazu wurden BOSC-Zellen, wie in Beispiel 2 
beschrieben, transient mit dem hp70-pcDNA3-Express ionskonstrukt 
trans fiziert, in 4% Formaldehyd in PBS resuspendiert und fur 10 
min fixiert. Anschlieflend wurden die Zellen mit PBS Is 10 
verdunnt und bei 4°C bis zu vier Wochen aufbewahrt. 

Zell-ELISA 

96-well-Rundboden-Mikrotiterplatten wurden durch Zugabe von 300 
Ml 1% BSA in PBS fur 1 h bei Raumtemperatur blockiert. Nach 
Entfernen der Losung durch Inversion der Platte wurden jeweils 
75 ul des HybridomzellUberstands und 10 ul transient 
trans fizierte BOSC-Zellsuspension (6 x 10 6 Zellen/ml 1% BSA in 
PBS) zugegeben und 1 h bei 4°C inkubiert. Nach Zugabe von 100 
Ml 1% BSA in PBS wurde fur 4 min bei 300x g zentrif ugiert und 
der Oberstand wie oben abgekippt. Die Zellen wurden nochmals 
mit 200 ul 1% BSA/PBS gewaschen, in 75 ul, Peroxidase- 
gekoppeltem Ziege-anti-Maus-Immunglobulin-Antikdrper (DAKO), 
ls2.000-verdunnt in 1% BSA/PBS, resuspendiert und fur lh bei 
4°C inkubiert. Anschlieflend wurden 100 ul 0,1% Tween 20/PBS 
zugesetzt und wie oben zentrif ugiert und der Uberstand 
v rworfen. Die Zellen wurden dann dreimal mit je 200 \il 0,1% 
Tween 20/PBS und zweimal mit je 200 ul PBS gewaschen. Zur 
Bestimmung der Immunglobulinklasse (igG Oder IgM) d r 
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monoklonalen Antikorper in den Hybr idomubers tanden wurden 
Peroxidase-gekoppel te Z iege-ant i-Maus- IgG-Antikorper ( 1:2.000- 
verdiinnt ) oder Z iege-ant i-Maus- I gM- Antikorper (1:2.000- 
verdiinnt) verwendet (Southern Biotechnologies Associates). Die 
iiber die Antikorper an die Zellen gebundene Peroxidase wurde 
durch Zugabe von 3 , 3 ' 5 , 5 ' -Tetramethylbenzidin-Subs tratldsung 
wie in Beispiel 3 beschrieben quantif iziert . 

Ergebnisse: 

Mit der oben beschriebenen Fusion wurden insgesamt 176 mit 
Hybridomen bewachsene Mikrotitervertief ungen erhalten. Davon 
erwiesen sich 6 4 Uberstande als positive fur anti-hp70- 
Antikorper, legt man einen OD4so-Wert, der doppelt so hoch wie 
der mit Medium erhaltene Leerwert ist (Leerwerts 0,035), als 
Schwellenwert zugrunde. In Tabelle 3 sind die fur einen 
negativen (N1B10) und fur einen positiven Hybr idomuber stand 
(N1F4) gemessenen Werte aufgefuhrt. In Vergleich sind die im 
selben Test erhaltenen OD-Werte fur das Immun- und 
Praimmunserum . einer fiir die hp70-Hybridomherstellung 
verwendeten Maus (GV114) gezeigt. Dieselben N1B10- und 
Hybr idomuber stande wurden auch mit Hilfe einer FACScan 
(fluorescence- activated cell scanning) -Analyse auf Anwesenheit 
von spezifischen anti-hp70-Antikorpern getestet (siehe unten) „ 

Tabelle 3 s Nachweis von anti-hp70-Antikorpern im Serum und im 
Kulturuberstand von aus Lymphknoten hp70-pcDNA3-DNA 
immunisierter Mause gewonnenen Hybridomen mit Hilfe eines Zell- 
ELISA . Fur den Zell-ELISA wurden transient mit hp70-pcDNA3-DNA 
trans fizierte BOSC-Zellen verwendet. 







^tfe$^^ 


Praimmunserum GV1 14 


1:100 


0,08 


Immunserum GV114 


1:100 


1,21 


Hybridomuberstand N1B10 


"unverdunnt 


0,05 


Hybridomuberstand N 1 F4 


unverdunnt 


1.07 
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FACS can- Analyse 

Jewells 10 Ml der unter Zell-ELISA beschriebenen Suspension 
fixierter transient trans fizierter BOSC-Zellen (20 x 10 6 in 3% 
FCS/PBS) wurde in eine 96-well-Mikrotiterrundbodenplatte 
pipettiert und 75 nl der jeweiligen Hybridomubers tande 
zugegeben. Zur Kontrolle wurden Zellen mit entweder 25 ul 1:100 
mit 3% FCS/PBS verdunnten Praimmun- oder Immunseren bzw. mit 25 
ul eines monoklonalen Kontrollantikorpers (50 ug/ml 3% FCS/PBS) 
versetzt. Nach einer Inkubation von 30 min bei 4°C wurden je 
200 nl 3% FCS/PBS zugegeben, die Zellen wie oben 
abzentrifugiert und der Oberstand verworfen. Nach einmaligem 
Waschen mit 200 ul 3% FCS/PBS wurden 25 ul eines 1:50 mit 3% 
FCS/PBS verdunnten (Endkonzentration: 10 ug/ml), mit 
Phycoerythrin-gekoppelten Ziege-anti-Maus-Immunglobulin- 
Antikorpers (Southern Biotechnologies Associates) zugesetzt und 
30 min bei 4°C inkubiert. AnschlieJ3end wurden die Zellen 
zweimal wie oben gewaschen und in einem FACScan-Gerat (Becton 
Dickinson) die Fluoreszenz vermessen. 

Ergebnisse: 

Von den im Zell-ELISA als positiv bestimmte Hybridomubers tande 
(siehe oben) wurden 20 Oberstande, die OD 450 -Werte von >0,2 
ergaben, fur die anti-hp70-Antikorperbes timmung durch FACScan- 
Analyse ausgewahlt. In Figur IB sind die fiir einen irrelevanten 
als negative Kontrolle verwendeten Antikorper (26/3/13) und fiir 
den positiven Hybridomuberstand N1F4 erhaltenen Histogramme mit 
transient mit dera hp7 0-pcDNA3-Expressionsvektor transf izierten 
oder nichttransf izierten BOSC-Zellen gezeigt. In Vergleich sind 
die im selben Test erhaltenen Histogramme fur das Immun- und 
Praimmunserum einer fur die Hybridomherstellung verwendeten 
Maus abgebildet (Figur 1A) . Alle 20 ausgewahlten 
Hybridomubers tande erwiesen sich als positiv in der FACScan- 
Analyse. In 19 der insgesamt 20 Oberstande wurden die 
Immunglobulinklasse der hp70-spezif ischen Antikorper bestimmt. 
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Zwei der getesteten Uberstande enthielten hp70-spezif ische IgM- 
Antikorper, 17 Oberstande hp70-spezif ische IgG-Antikorper . 



o 

WO 00/29442 



20 



o 

PCT/EP99/08678 



Patentanspriichs 



1. Verfahren zur Erzeugung von Antikorpern, die spezifisch 
mit einem Polypeptid reagieren von dem die kodierende 
Nukleinsaure bekannt ist, worin 

a) die fur das Polypeptid kodierende DNA mit Hilfe eines 
Vektors, der wenigstens eine fur ein Auf f indungssignal 
kodierende Sequenz aufweist, in einer Wirtszelle exprimiert 
wird und das exprimierte Polypeptid mit Hilfe des 
Auf findungssignals an eine feste Phase gebunden wird, 

b) unabhangig von Schritt a) die fur das Polypeptid kodierende 
DNA direkt in ein Tier eingebracht wird, wodurch eine 
Expression des Polypeptids in dem Tier erfolgt, die die 
Bildung von Antikorpern gegen das Polypeptid verursacht und 

c) die in Schritt b) gebildeten Antikorper mit dem in Schritt 
a) gebildeten Polypeptid umgesetzt und nachgewiesen oder 
angereichert werden . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafl 
der in Schritt a) verwendete Vektor am C-Terminus der fur das 
Polypeptid kodierenden DNA eine Sequenz aufweist, die fur das 
Auf f indungssignal kodiert. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Auffindungssequenz ausgewahlt ist aus der His 6 -tag-Sequenz , 
der Hamagglutinin-Sequenz eines Inf luenzavirus oder der myc- 
tag-Sequenz . 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl der fur das Polypeptid kodierende 
Vektor am C-terminalen Ende der Auffindungssequenz eine 
Polyadenylierungssequenz aufweist. 
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichne t , da/3 der fiir das Polypeptid kodierende 
Vektor am 5'-Ende der fiir das Polypeptid kodierenden DNA- 
Sequenz einen starken Promotor aufweist , 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , da/3 
der starke Promotor ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 
starken eukaryot ischen Promotoren, insbesondere dem Promotor 

des E longat ions f aktors 1 a oder des Cytomegalovirus-Promotors , 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 die fiir das Polypeptid kodierende 
DNA, die gemafl Schritt b) direkt in ein Tier eingebracht wird 
in einem Vektor vorliegt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche/ 
dadurch gekennzeichnet, da/3 die fiir das Polypeptid kodierende 
DNA in Schritt b) mit Hilfe einer gene gun in das Tier 
eingebracht wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 es sich bei dem in Schritt b) 
eingesetzten Tier um eine Maus, eine Ratte oder ein Kaninchen 
handelt . 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 in Schritt b) zusatzlich zu der fiir 
das Polypeptid kodierenden DNA ein genetisches Adjuvans 
appliziert wird, 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
da/3 das genetische Adjuvans ausgewahlt ist aus der Gruppe 
umfassend Zytokinexpress ionsvektoren , die die 
Antikorperproduktion erhohen. 



12. 
dadurch 
Schritt 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
gekennzeichnet, da/3 geeignete Zellen eines gemafl 
b) immunisierten Tieres fiir die - Herstellung von 
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Hybrido„,« el i en 2ur Bildung von monoklonale „ Ant 
verwendet werden. pern 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche 
dadurch gekennzeichnet, dafl das in Schritt a) gebildete 
Polypeptid durch Bindung des Auf f indungssignals an einen 
hxergegen gerichteten Antikorper oder ein Antikorperf rag^ent an 
erne feste Phase gebunden wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , 

I 3 ,." K SiCh fSSten «■ Hikrotiterplatten, 

Gelkugelchen oder magnet ische Kugelchen handelt. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl der in Schritt b) gebildete 
Antikorper nach Bindung an das in Schritt a, gebildete 
Polypeptxd mit Hilfe eines gegen den Antikorper gerichteten 
Antx-Antikorpers nachgewiesen wird. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl der in Schritt c, an das 
exprxmierte Polypeptxd gebundene Antikorper durch Elutxon 
freigesetzt wird*. 

17. AntikSrper, dadurch gekennzeichnet, dafl er nach einem 
der Verfahren gemafl Anspruch 1-17 erhaltlich 1st. 
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Fig . 1 
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